Gastric mesenchymal myofibroblasts maintain stem cell activity and proliferation of murine gastric epithelium in vitro(胃間質筋線維芽細胞は胃の組織幹細胞機能と上皮細胞の増殖能の維持に関与する)<内容の要旨及び審査結果の要旨> by 片野 敬仁
  




学 位 の 種 類 
 
 
  博士 (医学) 
 
報 告 番 号 
 
  甲第１４６３号 
 
学 位 記 番 号   第１０４９号 
 
氏    名 
 
 
  片野 敬仁 
 
 
授 与 年 月 日 
 
 












Gastric mesenchymal myofibroblasts maintain stem cell activity and 












  主査： 竹山 廣光 
  副査： 澤本 和延, 城 卓志 
 
 













(1) 生後 2 日齢のマウス（C57BL/6J）の腺胃を摘出し、1mm3未満の切片に氷上でミンチし、コ
ラーゲンゲル内に包埋して air-liquid interface の環境下で三次元的に培養し顕微鏡下に観察
した。コラーゲンゲル内で培養された細胞をホルマリン固定の後、パラフィンに包埋し、薄
切を行い、病理組織および免疫組織学的検討を行った。 
(2) 生後 2 日齢のマウス（C57BL/6J）の腺胃から組織間質筋線維芽細胞を単離培養し、三次元培
養下での胃の組織幹細胞機能や上皮の分化、増殖過程への影響を検討した。 
(3) また、小腸からも組織間質筋線維芽細胞を単離培養し、リアルタイム PCR を用いて胃・小腸
それぞれの組織間質筋線維芽細胞における 46 遺伝子の mRNA 発現を比較、検討した。 
［結果］ 
(1) 腺胃細胞はコラーゲンゲル内で外周を紡錘状の細胞に裏打ちされながら sphere を形成し、成
長するのが観察された。HE 染色では、sphere 内腔は粘液を有する単層の円柱上皮によって
構成されていた。免疫染色にてこれらの粘液を有する円柱細胞は MUC5AC および human 
gastric mucin (HGM) 陽性であり、表層粘液細胞への分化が示された。また一部には内分泌
細胞への分化を示す chromogranin A 陽性細胞も認めた。Sphere の外周を取り巻く紡錘形の
細胞は-smooth muscle actin (SMA) 陽性であり、培養された胃上皮細胞が間質を含む生体
内の環境を再現していた。筋線維芽細胞の裏打ちの得られない sphere は培養開始後早期に消
退し、筋線維芽細胞の十分な裏打ちを得た sphere のみが成長を続けられ、sphere の成長には
上皮を裏打ちする筋線維芽細胞の構築が必須であった。 
(2) マウス腺胃から単離培養した組織間質筋線維芽細胞 (GMF)細胞株は免疫染色で-SMA およ
び vimentin 陽性を示し、生体内の間質筋線維芽細胞と同様の染色を示し、各種上皮細胞のマ
ーカーにはいずれも陰性を示した。この GMF 細胞株を三次元培養システムのコラーゲンゲル
内に共培養したところ、培養 20 日において sphere の数、大きさ共にコントロールに比し有
意に上昇した。GMFとの共培養 20日における sphereでの免疫染色において、表層粘液細胞、
頸部粘液細胞、神経内分泌細胞への分化を示す所見が得られた。培養 20 日での GMF 共培養
での sphere の上皮細胞における Ki67 陽性細胞率はコントロールに比し有意に高く、また in 
situ ハイブリダイゼーションでは培養 2 ヶ月以上の sphere においても幹細胞マーカーLgr5
陽性細胞を検出できた。 
(3) Gas1 発現が胃間質筋線維芽細胞に有意に高く、Hoxc8、Notch1、Sox10 発現が小腸間質筋線
維芽細胞で有意に高かった。  
［結論］ 





      
 
 















外周を取り巻く紡錘形の細胞は-smooth muscle actin (SMA) 陽性であり、培養された胃上皮細
胞が間質を含む生体内の環境を再現していた。スフェアの成長には上皮を裏打ちする筋線維芽細
胞の構築が必須であった。マウス腺胃から単離培養した組織間質筋線維芽細胞 (GMF)細胞株は免
疫染色で-SMA および vimentin 陽性を示し、生体内の間質筋線維芽細胞と同様の染色を示し、
各種上皮細胞のマーカーにはいずれも陰性を示した。この GMF 細胞株を三次元培養システムのコ
ラーゲンゲル内に共培養したところ、培養 20 日においてスフェアの数、大きさ共にコントロー
ルに比し有意に上昇した。GMF との共培養 20 日におけるスフェアでの免疫染色において、表層
粘液細胞、頸部粘液細胞、内分泌細胞への分化という胃上皮の多方向への分化の所見が得られ
た。培養 20 日での GMF 共培養でのスフェアの上皮細胞における Ki67 陽性細胞率はコントロール
に比し有意に高く、生体内に近似した増殖能が長期間に維持されていた。また in situ ハイブリ
ダイゼーションでは培養 2ヶ月以上のスフェアにおいても幹細胞マーカーLgr5 陽性細胞を検出
でき、三次元培養内で長期間に幹細胞機能が維持されていることを示した。胃・小腸の間質筋線
維芽細胞のリアルタイム PCR の検討において、Gas1 発現が胃間質筋線維芽細胞に有意に高く、
Hoxc8、Notch1、Sox10 発現が小腸間質筋線維芽細胞で有意に高かった。  
【結論】 
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